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論　　文　　の　　要　　旨
　チーズ製造には哺乳中の仔牛の胃から調製される仔牛レンネットが昔から広く用いられている。
しかし食肉資源の確保のためとヨチーズ消費量の増大によりその代替晶を検索する努力がなされ，
現在微生物起源の代替晶としては〃㈹り㈱〃〃∫ラ〃舳γ〃θ〃ヨ肋∂o去肋力舳∫肋ωの酵素が工
業的に利用されている。しかし，これらも完全なものではないのでヨ良質な代替品の開発が望まれ
ている。
　河合らは担子菌を用い代替酵素の検索を行い，助αzα6去㈱の酵素が有望である事を報告したがラ
その酵素化学的」性質とチーズの品質について十分に明らかにされてはいない。
　そこで本研究ではラ助脇zα6左㈱の酵素を精製し、その酵素化学的性質を明らかにするとともにラ
実際にチーズを製造しラ本酵素の仔牛レンネット代替品としての評価を行った。
〔I〕　助〃zα6広㈱の凝乳酵素の精製と性質
　　著者は既に酸性プロテアーゼの特異的阻害剤であるpepstat虹A及びそのN一アシル基の異なる
　pepstatinをリガンドとするaffinity　chromatog蘭phyを用いた仔牛キモシン及び〃．〃ε肋ラ且
　μ㈱肋ωの凝乳酵素の大量簡易精製法を開発している。しかし∫肋6云㈱の酵素はヨこれらリガン
　ドに対する親和性が高いためにカラムから安定な状態では溶出されない。そこで阻害活性がpepsta1n
　　　］一　Aの］而であるdehydroacety1pepstatinをリガンドとするaffin｛tychro伽atographyを含む方法によ
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り，本酵素の精製を行った。
　その結果ヨ2種の凝乳酵素A，Bが単離された。分子量は共に36，O00ヨ等電点はAが4．9，Bが
5．3であり、カゼイン分解の至適pHはAが3．0，Bが2．9でありラ凝乳の至適温度は45℃であっ
た。両酵素ともpH6．Oヨ50℃ラ20分処理でほぼ失活しヨ他の凝乳酵素と比較して中性域で不安定
であった。
　AヨBは共に酸性プロテアーゼの阻害剤であるpepstatin，DAN（d量azoacety1－D，L－nor呈e㏄i舵
methy1ester）ラEPNP（1，2－epoxy－3（クーnitmphenoxy）propane）により阻害されラA害Bともにキ
モシンや他の微生物凝乳酵素と同様にラ活性中心に2つのカルボキシル基が存在する事が示唆さ
れた。
　また，A，Bは共に凝乳活性とプロテアーゼ活性の比がヨ微生物凝乳酵素の中で最も高い〃1
〃∫〃〃∫，〃、〃2〃の酵素と同程度の値を示した。
〔II〕　助θκ肋去㈱の凝乳酵素のinsd玉n　B鎖に対する基質特異性
　五　肋6肋∫の主凝乳酵素である酵素Bはinsu1in　B鎖のLeu（11）一Va王（12）、A1a（14）一Led（15）雪
Phe（24）一Phe（25）ヨThr（27）一Pro（28）結合を切断した。また酵素Bの特異性は他の微生物凝乳酵素
とは異なっており事キモシンやペプシンよりも厳密な特異性を示した。酵素Bの特徴はヨ他の酸性
プロテアーゼによっては殆ど切断されないThr（27）一Pro（28）結合をかなりの速度で加水分解する事
である。
〔III〕　助鮒肋肋∫の凝乳酵素のα、rCaSeinに対する基質特異性
　キモシンのα、。一CaSeinに対する特異性は明らかにされているが，微生物凝乳酵素の特異性はま
だ確立しておらず事α。rCaSeinに対する特異性を知る事は仔牛レンネット代替品としての性質を
知る上で重要である。そこで酵素Bのα。rcaseinに対する基質特異性を検討し、キモシンの特異性
と比較した。
　凝乳酵素はα。。一caseinの分解パターンから2つのグループに分けられる。第1のグループはキ
モシンと〃、〃θ〃の酵素であり。α。ヱーcase｛nからα、r　Iのみを生成する。第2のグループは五
肋去燃と且μ舳伽αの酵素であり害α、r　Iの他にいくつかの分解生成物を生じる。第1のグルー
プは第2のグループよりも蛋白分解力が弱くヨ厳密な特異性をもっているといえる。
　酵素Bとキモシンのα。王一caseinに対する特異性はかなり異なっておりラ唯一の共通な切断点は
Phe（23）一Phe（24）であった。酵素Bはキモシンと同様にα。玉一caseinのPhe（23）一Pbe（24）を本解して
α、r　I〔Phe（24）一Trp（199）〕を生成するがヨ次の切断点はLys（103）一Tyr（104）でありTyτ（104）一
Trp（199）を生成しラ更にそのPhe（153）一Tyr（154）を水解する。
　これらの結果から雪キモシンは害必ずPヱサイトにPheヨLe皿のような疎水性アミノ酸を要求しヨ
ー方酵素BはPhe（23）一Phe（24）やPhe（！53）一Tyr（154）のような2つの疎水性アミノ酸からなるペプ
チド結合に対してヨ特異性を示すことがわかった。
〔IV〕　助〃肋去㈱の凝乳酵素のπ一及びβ一caseinに対する基質特異性
　キモシンを含む凝乳酵素による凝乳はヨまずκ一caseinのPhe（105）一Met（106）が水解されヨ生成
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したpara一κ一caseinがCaイオンの存在下，他のカゼイン画分とともに沈澱するためにおこる事が
知られている。またチーズ製造上問題となる苦味は。主にβ一CaSeinの加水分解により生成すると
されておりヨ特にβ一caseinのArg（202）一Va1（209）はカフェインの250倍の苦味をもつペプチドで
ある。仔牛レンネット代替品としては苦味を生成しない事が最も重要でありラβ一CaSei灯に対する
特異性を検討する必要がある。そこで酵素Bのκ一case1n及びβ一casehに対する特異性を検討し
た。
　酵素Bを鬼一caseinに作用させるとPyrG1u（1）一Phe（105）とMet（106）一Va玉（169）が高収率で生成
し雪酵素Bによる凝乳も他酵素と同様にヨκ一casei巫のPhe（105）一Met（106）結合が水解されるため
におこる事が示された。
　β一casei皿に対して酵素Bは，〃．〃g〃の酵素と同じ分解パターンを示した。E伽㈱肋αの酵
素は全く異なった分解パターンを示しヨキモシンは便用条件ではβ一CaSeinを殆ど分解しなかっ
た。
　酵素Bとキモシンのβ一case量皿に対する特異性を比較すると雪酵素BによるSer（142）一Trp（143）の
切断とキモシンによるLe孤（139）一Le泌（140）の切断を除いて共通であ？た。β一case1nに対する両酵
素の切断点は類似していたがヨ分解パターンは異なっておりラこれは両酵素によるβ一CaSeinの切
断順序が異なるために。異なる分解パターンを示したものと思われる。
〔V〕　助鮒肋広㈱の凝乳酵素のチェダーチーズ試作による仔牛レンネット代替晶としての評価
　本酵素の凝乳活性とプロテアーゼ活性の比が、工業的に利用されている〃〃60〆属の酵素と同程
度である事ラ苦味ペプチドの生成源であるβ一CaSeinに対しキモシンと類似した特異性を示した事
は、本酵素が苦味を生成しにくい良質な凝乳酵素である事を示している。それを確認するためにラ
dehydroacety1pepstati孤カラムによる凝乳酵素画分を用いチェダーチーズの試作を行った。
　その結果、チーズの収量ラタンパク収率ラ脂質収率に関しう仔牛レンネットで試作したチーズ
との間に差はみられなかった。チーズ熟成中のタンパク分解は、助鮒の酵素の方が仔牛レンネッ
トに比べてわずかに高かったが。両チーズとも6ケ月熟成後も苦味及び酸敗臭の生成はなかった。
　一方，五肋云㈱の粗酵素中には凝乳酵素以外に10’4Mのpepstati皿により阻害されない蛋白分解
力の強い酸性プロテアーゼが存在する。この酵素をdehydroacety工pepstatinカラム、chymostatin
カラムを用い単離した。本酵素のヘモグロビン分解の至適pHは2．8でありヨ凝乳活性とプロテアー
　　　　　　　　　　　　　　　1ゼ活性の比は助鮒の凝乳酵素の丁であった。このために粗酵素からこのプロテアーゼを除いた凝
乳酵素画分で。良質のチーズ製造が可能となったと思われる。
　以上述べたようにラ〃αo肋∫の凝乳酵素を用い良質のチーズが製造できる事からヨ粗酵素中の
不用なプロテアーゼが簡単な処理で除去できるなら、五肋肋∫の凝乳酵素はチーズ製造用レンネッ
ト代替品として有望と思われる。
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審　　査　　の　　要　　旨
　本論文はヨ助α肋オ㈱の凝乳酵素の酵素化学的性質として基質特異性をとりあげヨ通常用いられ
弓インシュリンB鎖のみならず。ミルク中の主要タンパク成分であるα0D191一、β一カゼインに
対する切断点を同定しラキモシンの特異性と詳細に比較したものである。微生物凝乳酵素の各カゼ
イン成分に対する特異性の報告はなくヨ多くの新しい知見を提供した。
　凝乳酵素の性質上，各カゼイン成分に対する基質特異性の解明こそ意味があり，本酵素がチーズ
製造用レンネット代替品として優れたものである事を明らかにしたことは高く評価できる。
　よってラ著者は農学博士の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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